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川芎嗪对非小细胞肺癌细胞增殖的抑制作用及其机制

沈加熙， 　 詹小兰， 　 孙张弛

（浙江省荣军医院药剂科， 浙江 嘉兴 ３１４０００）

收稿日期： ２０２１⁃０４⁃０９
作者简介： 沈加熙 （１９８１—）， 男， 主管药师， 研究方向为药学。 Ｔｅｌ： １５８５７３７５１０１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｊｘ２０１９ｊｘ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究川芎嗪对非小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ） 细胞的抑制作用及机制。 方法　 使用不同浓度 （０、 ６ ２５、 １２ ５、
２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 川芎嗪处理人肺上皮细胞 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ、 人支气管上皮细胞 ＨＢＥ 和 ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ａ５４９、 Ｈ４６０、
ＨＣＣ８２７、 Ｈ１６５０、 ＰＣ⁃９、 Ｈ１９７５ 细胞后， 采用四甲基噻唑蓝 （ＭＴＴ） 法检测所有细胞增殖率， 通过平板克隆形成实验

检测川芎嗪对 ＨＣＣ８２７、 Ｈ１６５０ 细胞生长的影响， 通过流式细胞仪分析检测细胞凋亡和细胞周期， 蛋白质印迹法检测

细胞周期调节蛋白 （ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６）、 凋亡相关蛋白 （ＰＡＲＰ、 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２） 和磷酸化 ＳＴＡＴ３ （ｐ⁃ＳＴＡＴ３）
表达。 结果 　 川芎嗪对 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞增殖有抑制作用， 但对 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 和 ＨＢＥ 细胞无明显影响。 川芎嗪对

ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞的克隆生长具有抑制作用， 能下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４、 ＣＤＫ６、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达和 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸

化， 上调 Ｂａｘ、 ＰＡＲＰ 蛋白表达， 并诱导细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期停滞， 促进细胞凋亡。 结论　 川芎嗪可能通过抑制 ＳＴＡＴ３ 蛋白

磷酸化阻滞细胞周期进程并诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞凋亡， 从而导致细胞活力降低和集落形成能力受损。
关键词： 川芎嗪； 非小细胞肺癌； ＳＴＡＴ３； 细胞周期； 凋亡
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　 　 肺癌是癌症相关死亡的常见原因， 非小细胞肺癌

（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ） 约占所有肺癌病例的

８０％ ～８５％ ， 其 ５ 年生存率差［１⁃２］ 。 晚期 ＮＳＣＬＣ 患者的主要

治疗方法是铂类双线化疗， 但这些药物通常会有肾毒性、
神经毒性和骨髓抑制等副作用［３］ 。 因此， 临床上迫切需要

具有良好抗肿瘤活性、 毒性较小的新型药物， 而中药因其

较化疗药物具体更少的副作用引起了越来越多的关注［４⁃５］ 。

川芎嗪是中药川芎的有效成分， 主要用于治疗各种脑血管

和心血管疾病［６⁃７］ 。 此外， 已有研究证明， 川芎嗪对包括肺

癌、 卵巢癌和肝细胞癌在内的多种上皮恶性肿瘤有着一定

的疗效［５，８］ 。 川芎嗪可能是一种潜在的预防和治疗肺癌的

化学药物［８］ ， 但其在肺癌治疗中的具体作用及机制仍然未

知。 因此， 本研究探索了川芎嗪对 ＮＳＣＬＣ 细胞系细胞活

力、 细胞凋亡和细胞周期的作用和机制。

１　 材料

１ １　 细胞 　 人肺上皮细胞 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ、 人支气管上皮细胞
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ＨＢＥ 和 ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ａ５４９、Ｈ４６０、ＨＣＣ８２７、Ｈ１６５０、ＰＣ⁃９、
Ｈ１９７５ 购自上海生物科学研究所和细胞资源中心。 细胞用

含 １０％ 胎牛血清（ＦＢＳ）、１％ 青霉素 ／链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 或

ＤＭＥＭ 培养基，于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中常规培养。
１ ２　 试剂与药物 　 川芎嗪对照品 （纯度≥９８％ ， 批号

１１２４⁃１１） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 溶于二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ，
批号 ３００７２４１８， 国药集团化学试剂有限公司） 配制成

１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 母 液 备 用。 四 甲 基 噻 唑 蓝 （ ＭＴＴ， 批 号

０２１００５） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 一抗 ｐ⁃ＳＴＡＴ３、 ＳＴＡＴ３、
Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ、 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ⁃４、 ＣＤＫ⁃６、 β⁃
ａｃｔｉｎ （ 货 号 ９１４５、 ９１３９、 ８９４７７、 １５０７１、 ５６２５、 ５５５０６、
１２７９０、 １３３３１、 ３７００） 均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司； ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 二抗 （货号 ｓｃ⁃２３５７） 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司； ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ 凋亡检测试剂 （批号 ５５６５４７）
购自美国 ＢＤ 公司。
２　 方法

２ １　 ＭＴＴ 法检测细胞活力　 细胞以每孔 ５×１０３ 个的密度接

种于 ９６ 孔板中孵育过夜， 弃培养基， 并用不同浓度 （０、
６ ２５、 １２ ５、 ２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的川芎嗪处理所有细

胞 ７２ ｈ， 每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液 （５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 继续孵育

４ ｈ， 弃上清液， 加入 ２００ μＬ ＤＭＳＯ， 振荡器上孵育 ５ ｍｉｎ，
用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 实验重复 ３ 次。
２ ２　 平板细胞克隆实验检测细胞集落形成　 将 ＨＣＣ８２７ 和

Ｈ１６５０ 细胞以每孔 １ ０００ 个的密度接种于 ６ 孔板中培养

２４ ｈ， 加入 ＤＭＳＯ 和川芎嗪 （２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 继续培养，
温育 ２ 周后， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 甲醇固定 １５ ｍｉｎ， 结晶紫染

色 １５ ｍｉｎ。 计数包含 ５０ 个以上的细胞集落， 然后拍摄可视

化的细胞集落。
２ ３　 流式细胞术检测细胞凋亡　 取 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞

接种于细胞培养瓶中培养 ２４ ｈ， 用 ＤＭＳＯ 和川芎嗪 （２５、

５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理细胞 ２４ ｈ， 收集细胞， ＰＢＳ 洗涤 ２
次， 重悬于 １００ μＬ 结合缓冲液中， 加入 ５ μＬ ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ 和 ＰＩ， 室温孵育 １５ ｍｉｎ， 用 ４００ μＬ 结合缓冲液稀释后，
通过 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪分析细胞凋亡情况。
２ ４　 细胞周期检测 　 将 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞以每孔 ３×
１０５ 个密度接种于 ６ 孔板中培养过夜， 用 ＤＭＳＯ 和川芎嗪

（２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ， 收集细胞， ＰＢＳ 洗涤后

在 ４ ℃的 ７５％ 乙醇中固定过夜， 离心弃上清， 沉淀用冷

ＰＢＳ 洗涤， 重悬于含 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ ＰＩ 的 ５００ μＬ ＰＢＳ 中， ４ ℃
避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 将细胞悬液置于 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 仪上分析。
２ ５　 蛋白印迹法检测蛋白表达 　 收集细胞， 裂解提取蛋

白， 通过 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度， 通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分离， 并将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂奶粉

封闭 １ ５ ｈ， 加入一抗 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （１ ∶ ５００）、 ＣＤＫ４ （１ ∶
５００）、 ＣＤＫ６ （１ ∶ ５００）、 ＰＡＲＰ （１ ∶ １ ０００）、 Ｂａｘ （ １ ∶
１ ０００）、 Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ （１ ∶ １ ０００） 于 ４ ℃
孵育过夜， 然后加入二抗 （１ ∶ ５ ０００） 孵育 ２ ｈ， 化学发光

试剂显色， 通过 Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅｒ ６００ 系统曝光并分析。
２ ６　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ ５ ０ 软件进行处理， 结果

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ ＜０ ０５
为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 川芎嗪抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞增殖和细胞集落形成 　 如图

１Ａ 所示， 川芎嗪对 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞具有抑制作用，
ＩＣ５０值分别为 ２０ １２、 ２２ ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 但对非致瘤细胞系

（Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 和 ＨＢＥ） 的细胞活力无明显影响， 因此选择

ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞用于实验。 如图 １Ｂ 所示， ＨＣＣ８２７
和 Ｈ１６５０ 细胞的集落形成均减少， 说明川芎嗪对 ＮＳＣＬＣ 细

胞的克隆生成具有抑制作用。

图 １　 川芎嗪对细胞增殖和细胞集落形成的影响

３ ２　 川芎嗪诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞周期停滞　 如图 ２ 所示， 川芎

嗪处理使 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期以剂量依赖性

方式蓄积 （Ｐ＜０ ０１）。 如图 ３ 所示， 与 ＤＭＳＯ 组比较， 川

芎嗪组下调了细胞周期调节蛋白 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４、 ＣＤＫ６

的表达 （ Ｐ ＜ ０ ０１）。 上述结果表明， 川芎嗪通过减少

ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞中细胞周期相关蛋白的表达， 有效诱

导了 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞周期停滞。

３ ３　 川芎嗪诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞凋亡 　 如图 ４、表 １ 所示，与

ＤＭＳＯ 组比较，川芎嗪组 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞的早期和晚

期凋亡率均增加（Ｐ＜０ ０１）。 为了建立川芎嗪诱导凋亡的分

子机制，通过蛋白印迹分析检测了凋亡相关蛋白的表达，包

括裂解的 ＰＡＲＰ、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２。 如图 ５ 所示，与 ＤＭＳＯ 组比

较，川芎嗪组裂解的 ＰＡＲＰ 和促凋亡因子 Ｂａｘ 蛋白表达上

调，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达下调（Ｐ＜０ ０５，Ｐ＜０ ０１）。
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注： 与 ＤＭＳＯ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 川芎嗪对细胞周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为 ＨＣＣ８２７ 细胞周期蛋白表达， Ｂ 为 Ｈ１６５０ 细胞周期蛋白表达。 ａ 为 ＤＭＳＯ 组， ｂ 为川芎嗪

２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， ｃ 为川芎嗪 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， ｄ 为川芎嗪 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与 ＤＭＳＯ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 川芎嗪对细胞周期调节蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ４　 川芎嗪抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞中 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平 　

如图 ６ 所示， 与 ＤＭＳＯ 组比较， 川芎嗪剂量依赖性地降低

ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平 （Ｐ＜ ０ ０１）。

４　 讨论

天然产物具有多样的生物活性， 并被广泛研究以发掘

潜在的新抗癌剂。 据报道， 川芎嗪作为川芎的一种生物活

性成分， 显示出了一定的抗癌特性， 已被应用于多种类型

的癌症治疗［５⁃８］ 。 本研究评估了川芎嗪对 ２ 种 ＮＳＣＬＣ 细胞
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图 ４　 川芎嗪诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞凋亡

表 １　 川芎嗪对细胞凋亡率的影响 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
ＨＣＣ８２７ Ｈ１６５０

早期凋亡 晚期凋亡 早期凋亡 晚期凋亡

ＤＭＳＯ 组 ２ ６５±０ ３７ ２ ０７±０ ２０ ５ ９５±０ ３０ ３ ６２±０ １９
川芎嗪 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １２ ４４±０ ６７∗∗ ４ ２１±０ ４３∗∗ ８ １１±０ ３２∗∗ ６ ５７±０ １６∗∗

川芎嗪 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ２２ ４３±０ ８９∗∗ ８ ３９±０ ４９∗∗ ２３ ６６±０ ５２∗∗ １２ ２１±０ ４３∗∗

川芎嗪 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ３０ ４１±０ ９０∗∗ １２ ５２±０ ４１∗∗ ４０ ９１±０ ７３∗∗ １３ ９５±０ ２９∗∗

　 　 注： 与 ＤＭＳＯ 组比较， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

注： Ａ 为 Ｈ１６５０ 细胞凋亡蛋白表达， Ｂ 为 ＨＣＣ８２７ 细胞凋亡蛋白表达。 ａ 为 ＤＭＳＯ 组， ｂ 为川芎嗪 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组，

ｃ 为川芎嗪 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， ｄ 为川芎嗪 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与 ＤＭＳＯ 组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 川芎嗪对细胞凋亡相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

的抑制作用， 发现川芎嗪能抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的增殖和生

长， 且对 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ、 ＨＢＥ 细胞没有毒性。 此外， 川芎嗪以剂

量依赖性地诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞周期停滞， 促进细胞凋亡。 由

此提示， 川芎嗪可能是一种安全有效的抗 ＮＳＣＬＣ 药物。
真核细胞以及癌细胞都经由 ４ 个不同阶段 （Ｇ１ 期、 Ｓ

期、 Ｇ２ 期和 Ｍ 期）， 完整而有序的细胞周期对于癌细胞的
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注： Ａ 为ＨＣＣ８２７ 细胞 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达， Ｂ 为Ｈ１６５０ 细胞 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达。 ａ 为 ＤＭＳＯ 组， ｂ 为川芎嗪 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组，

ｃ 为川芎嗪 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， ｄ 为川芎嗪 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 与 ＤＭＳＯ 组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ６　 川芎嗪对细胞中 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸化水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

生长和存活至关重要， 而将细胞停滞在特定阶段可严重阻

碍肿瘤的进展［９］ 。 本研究发现， 川芎嗪处理导致 ＨＣＣ８２７
和 Ｈ１６５０ 细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期以剂量依赖性方式蓄积。 细胞周

期蛋白 Ｄ１ 可以与 ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６ 形成复合物， 从而调节

Ｇ１ ／ Ｓ 相变， 并可能促进肿瘤发生［１０］ 。 本研究发现， 川芎嗪

下调了细胞周期调节蛋白 （ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６） 的

表达， 提示川芎嗪通过减少 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞中细胞

周期相关蛋白的表达， 有效诱导了 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期的细胞周期停

滞。 诱导细胞凋亡是大多数抗癌药物的关键［１１⁃１２］ ， Ｃａｓｐａｓｅ
３ 及其底物聚 ＡＤＰ⁃核糖聚合酶 （ＰＡＲＰ） 在转导程序性细

胞死亡信号中起着核心作用。 此外， Ｂｃｌ⁃２ 家族成员， 例如

Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ， 也对调节癌细胞的凋亡至关重要。 因此， 本

研究通过用膜联蛋白 Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 双重染色证实了川芎嗪

对 ＮＳＣＬＣ 细胞的促凋亡作用。
ＳＴＡＴ３ 信号级联反应的异常激活与多种恶性肿瘤的致

癌性相关［１３］ 。 此外， 在超过 ５０％ 的 ＮＳＣＬＣ 原发性肿瘤和细

胞系中发现 ＳＴＡＴ３ 表现出高水平的组成性激活， 这表明抑

制 ＳＴＡＴ３ 可以作为单一疗法或联合疗法用于治疗肺癌。 一

项临床前研究已经对几种天然来源的 ＳＴＡＴ３ 抑制剂 （姜黄

素、 桦木酸和咖啡酸） 的抗癌作用进行了评估［１４］ 。 然而，
尚无对川芎嗪作为 ＳＴＡＴ３ 抑制剂在肺癌中进行应用的报道。
本研究发现， 川芎嗪可以降低 ＮＳＣＬＣ 细胞中 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷

酸化水平。 已有研究证明 ＮＳＣＬＣ 的发生与 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化

表达有关［１５］ ， 提示川芎嗪可能通过抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化来

阻碍 ＮＳＣＬＣ 的发展。
综上所述， 川芎嗪可能通过抑制 ＳＴＡＴ３ 的激活阻滞细

胞周期进程并诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞凋亡， 从而导致细胞活力降

低和集落形成能力受损， 提示川芎嗪可能作为新型有效的

ＳＴＡＴ３ 抑制剂， 并有望成为安全有效治疗 ＮＳＣＬＣ 的候选治

疗剂。
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　 　 呼吸道合胞病毒 （ＲＳＶ） 是副黏病毒科肺炎病毒属的

一种在全球范围内引起婴幼儿急性下呼吸道感染的人类呼

吸道病毒［１⁃２］ ， 其易感人群主要为 ６ 个月以下的婴儿及高龄

人群， ＲＳＶ 感染后可引起毛细支气管炎、 肺炎、 上呼吸道

感染等多种临床疾病， 严重者还可引起病毒性哮喘［３］ 。 全

球每年约有 ３ ３００ 万名婴幼儿死于呼吸道疾病， 因 ＲＳＶ 感

染死亡的婴幼儿和老人数量也呈现出上升的趋势， 严重危

害人类健康， 逐渐引发社会关注［４］ 。
菊苣酸是一种主要存在于紫锥菊、 菊苣中的苯丙酸类

化合物， 具有抑菌、 抗病毒、 抗炎及调节免疫的作用［５⁃８］ 。
菊苣酸对多种病毒具有抑制作用。 Ｚｈａｎｇ 等［９］ 通过 Ｄ⁃半乳

糖胺诱导的人正常肝细胞 ＨＬ⁃７７０２ 损伤模型研究菊苣叶中

菊苣酸抗乙型肝炎的特性， 结果表明， １０ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 菊

苣酸能够减轻其损伤； １～ １００ μｇ ／ ｍＬ 菊苣酸在受感染的鸭

胎肝细胞中显著抑制鸭乙型肝炎病毒 （ＤＨＢＶ） 的 ＤＮＡ 复

制。 Ｌａｎｇｌａｎｄ 等［１０］发现， 菊苣酸等具有咖啡酰基部分有机

化合物与各种金属和其他无机离子配对时， 其咖啡酸抗单

纯疱疹病毒 （ＨＳＶ） 的特性增强。 Ｒｏｂｉｎｓｏｎ 等［１１］ 通过体外

实验验证， 人类免疫缺陷病毒 （ＨＩＶ） 整合酶抑制剂 Ｌ⁃菊
苣酸与蛋白酶抑制剂、 齐多夫定组合具有抗 ＨＩＶ 活性的

作用。
目前， 菊苣酸抗病毒作用已有不少报道， 但其抗 ＲＳＶ

的研究却很少， 本实验从细胞水平研究菊苣酸抗 ＲＳＶ 的作

用， 以期为进一步开展菊苣酸抗病毒机制研究和新药研制

提供理论基础。
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